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“O mundo não se divide em pessoas boas e 
más. Todos nós temos Luz e Trevas dentro 
de nós. O que importa é o lado que 
escolhemos para agir. Isso é o que 
realmente somos. " 







A periodontite é uma patologia inflamatória crônica que atinge milhões de pessoas em todo o 
mundo. Essa doença é caracterizada por disbiose da microbiota oral, pelo aumento de 
recrutamento e pela ativação de células inflamatórias nos tecidos periodontais, o que pode levar 
a sua destruição e consequente perda dos tecidos de suporte dos dentes. Estudos recentes têm 
evidenciado que a microbiota intestinal pode regular a inflamação em diferentes tecidos e o 
remodelamento ósseo. Contudo, ainda se sabe pouco a respeito da sua influência sobre o 
desenvolvimento da periodontite e, principalmente, não se conhece os mecanismos moleculares 
envolvidos nessa interação. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a 
ação de produtos do metabolismo da microbiota, os ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), e 
seu receptor (FFAR2) sobre o desenvolvimento da periodontite experimental em camundongos. 
Para este fim, utilizamos o modelo experimental de periodontite induzido por ligadura e 
estratégias que aumentaram e reduziram a concentração intestinal e sistêmica de AGCCs. Além 
disso, utilizamos animais que expressam (FFAR2+/+) ou não (FFAR2-/-) o receptor de AGCCs 
em todas as células. Os resultados obtidos mostram que a diminuição da produção endógena de 
AGCCs através de uma dieta pobre em fibra ou após depleção da microbiota com antibióticos 
possui efeito deletério no contexto da periodontite: maior perda óssea no modelo utilizado. 
Além disso, observamos que na ausência do receptor FFAR2 os animais também apresentaram 
maior perda óssea, efeito esse que está associado a diminuição no infiltrado neutrofílico no 
local. Os dados ora apresentados ressaltam a importância da produção de AGCCs na 
homeostase óssea.  






Periodontitis is a chronic inflammatory disease that afflicts millions around the world. It is 
characterized by a disbiosis in the oral microbiota which increases the recruitment and 
activation of immune cells at periodontal tissues, leading to periodontal bone loss. Recent 
literature suggests that gut microbiota have an important role regulating exacerbated 
inflammation and also display positive effect on bone loss, such as the femur. However, the 
influence of gut microbiota on periodontitis development, especially considering the molecular 
mechanisms involved, still a gap in the literature. The aim of this study is to evaluate the effects 
of the gut microbiota’s molecular products, the Short Chain Fatty Acids (SCFA) and its receptor 
FFAR2, on periodontitis in mice. As methodological procedure we used the ligature-induced 
periodontitis experimental model coupled with strategies to upregulate and downregulate the 
gut and systemic SCFA concentration. Furthermore, we used mice that expresses the SCFA 
receptor (FFAR2+/+) and Knockout mice for the SCFA receptor (FFAR2-/-). The results show 
that when the SCFA endogenous production decreases, through low-fiber diets or through 
depleting gut microbiota with antibiotics, periodontal bone loss increases. Hence, showing a 
deleterious effect. Our results also indicate that bone loss is greater in the absence of the SCFA 
receptor, an effect connected to a decrease in neutrophilic infiltrate at the gum. Our findings 
highlight the importance of gut microbiota and the SCFA on bone homeostasis.  
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1. INTRODUÇÃO  
A periodontite é uma doença caracterizada por um processo inflamatório crônico 
que atinge os tecidos de proteção e sustentação do dente, o que leva a sua destruição 
progressiva. Em termos epidemiológicos quase a totalidade da população mundial sofre de 
alguma das modalidades de doenças periodontais (KINANE; LAPPIN, 2001; LOESCHE, 
1993), afetando cerca 743 milhões de pessoas ao redor do mundo. Esta é uma das principais 
causas de perda dentária em pessoas com idade avançada (WOELBER; TENNERT, 2019). No 
Brasil, dados obtidos pela pesquisa Nacional de saúde bucal (BRASIL.MINISTÉRIO DA 
SAÚDE, 2012) indicam que o percentual de indivíduos com algum problema periodontal é de 
37% para a idade de 12 anos, 49% para a faixa de 15 a 19 anos, 82% para os adultos de 35 a 44 
anos e alarmantes 98% nos idosos (65 a 74 anos) (BRASIL.MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011). 
Em 2012, o Ministério da Saúde divulgou um estudo no qual cerca de metade da população 
adulta brasileira apresentava sangramento gengival e cálculo dentário, enquanto 30% 
apresentava alguma forma de doença periodontal, sendo a periodontite crônica a modalidade 
mais comumente encontrada (BRASIL.MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012). 
O desenvolvimento da periodontite está diretamente associado a mudanças na 
interação entre componentes da microbiota oral e do sistema imunológico (DARVEAU, 2010; 
HAJISHENGALLIS, 2014a). Diversas pesquisas têm sido feitas no sentido de compreender os 
fatores que desencadeiam e levam a progressão dessa patologia (CEKICI et al., 2014; 
HAJISHENGALLIS, 2014a; HAJISHENGALLIS et al., 2011; TAUBMAN et al., 2005). Sabe-
se hoje que a transição de um periodonto saudável para um periodonto doente é caracterizada 
pela mudança na relação simbiótica entre bactérias comensais e hospedeiro. A periodontite 
pode ocorrer devido a um desequilíbrio da resposta imune do hospedeiro frente a essas 
bactérias, seja devido a ação evasiva de componentes da comunidade microbiana (p.ex. 
Porphyromonas gingivalis) ou por defeitos do sistema imunológico do próprio indivíduo, que 
o torna ineficaz na restrição bacteriana, contribuindo assim para o desenvolvimento da doença 
(Figura 1). A resposta imune do hospedeiro quando mal controlada pode provocar um ciclo 
progressivo da doença, no qual a disbiose e a inflamação se reforçam, gerando um loop de 
feedback positivo (HAJISHENGALLIS, 2015). 
A periodontite é uma doença inflamatória crônica, que compromete a integridade 
do tecido de sustentação do dente, incluindo a gengiva, ligamento periodontal e osso alveolar, 




Sabe-se hoje que a periodontite inicia-se com a formação de um biofilme bacteriano e 
consequente inflamação da gengiva, suporte de proteção do periodonto; depois, conforme 
ocorre o avanço bacteriano e a piora da inflamação, a mesma se dissemina por todo o tecido de 
suporte dos dentes (osso alveolar, ligamento periodontal e cemento) podendo levar até a 
destruição completa do periodonto. Nesse processo, a migração e ativação exacerbada de 
células do sistema imune como neutrófilos, macrófagos, linfócitos TH17 e outras populações 
contribui para a amplificação da inflamação via produção de citocinas pró-inflamatórias como 
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina-1beta (IL-1β) e IL-17 e com isso têm uma 
papel muito relevante nas alterações observadas. Essas citocinas e outros mediadores pró-
inflamatórios, em conjunto com componentes microbianos (PAMPs), levam a um desequilíbrio 
no balanço entre as ações de osteoclastos e osteoblastos e, consequentemente, contribuem para 
a reabsorção do tecido ósseo. Vale ressaltar que alterações na produção da molécula ativadora 
do receptor nuclear do fator kappa b (RANKL), a qual aumenta a atividade de osteoclastos, e 
de sua antagonista a osteoprotegerina (OPG), são cruciais para o processo de degradação do 
tecido ósseo durante a periodontite (CEKICI et al., 2014). 
Conforme apresentado na Figura 1, o desenvolvimento da periodontite depende de 
múltiplos componentes incluindo a presença de microrganismos patogênicos, alterações da 
microbiota periodontal e dos componentes do sistema imune incluindo células como neutrófilos 
e linfócitos e fatores solúveis como as proteínas do sistema complemento 
(HAJISHENGALLIS, 2015). Já é sabido que no periodonto ocorrem mudanças significativas 
no habitat subgengival durante a progressão da doença (HEASMAN; COLLINS; 
OFFENBACHER, 1993; REINHARDT et al., 2010). Um exemplo é a formação da bolsa 
periodontal em que o epitélio juncional migra apicalmente resultando no aprofundamento do 
sulco gengival (LOURENÇO et al., 2014; SHI et al., 2015). No espaço crevicular há um 
aumento do fluido crevicular (exsudato inflamatório) contendo componentes solúveis do 
sistema imune incluindo proteínas do sistema complemento, imunoglobulinas e outras 
moléculas como transferina e hemoglobina, que podem ser degradados para fornecerem 
nutrientes para bactérias Gram-negativas anaeróbias e proteolíticas presentes nesse local 
(HAJISHENGALLIS, 2014b). Essas alterações contribuem para o crescimento de bactérias 
classicamente associadas com o desenvolvimento da periodontite destacando-se as bactérias 
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerella sp. e Aggregatibacter 




saudável, como Streptococcus spp (HAJISHENGALLIS, 2014a; HAJISHENGALLIS; 
LAMONT, 2012).  
 
Figura 1. Imagem ilustrativa do desenvolvimento da periodontite 
Fonte: Hajishengallis (2015) 
Diversos trabalhos na literatura têm demonstrando que a periodontite influencia e é 
influenciada por inúmeras patologias. Na osteoporose, doença caracterizada por perda de tecido 
ósseo, a interferência é mútua, ou seja, tanto a periodontite pode agravar o estado de um paciente 
com osteoporose, quanto o oposto ocorre. Sabe-se hoje que a osteoporose acelera a perda de 
massa óssea alveolar e, com isso, também a invasão de bactérias e o desenvolvimento de doença 
periodontal (ESFAHANIAN; SHAMAMI; SHAMAMI, 2012). Outro exemplo bem descrito 
dessa relação entre a periodontite e patologias sistêmicas é o que ocorre em indivíduos 
diabéticos. A diabetes é um dos principais fatores de risco para periodontite: estima-se que 
ocorra um aumento de três vezes no risco de desenvolvimento de periodontite em indivíduos 




periodontite está associada tanto a um risco aumentado de desenvolvimento de diabetes quanto 
a um quadro com complicações mais severas nessa doença (PRESHAW et al., 2012).  
Além de condições patológicas, sabe-se que outros fatores ambientais contribuem 
para o desenvolvimento e progressão da periodontite incluindo aspectos nutricionais e a 
composição da microbiota intestinal. Nesse contexto, tem sido demonstrado o papel de macro 
e micronutrientes na manutenção da saúde periodontal (NAJEEB et al., 2016). Blasco-Baque 
et al. (2013) evidenciaram que a ingestão de dietas ricas em lipídeos favorece o aparecimento 
de bactérias patogênicas como Fusobacterium nucleatum e Prevotella intermedia e 
consequentemente o desenvolvimento de periodontite (BLASCO-BAQUE et al., 2013). 
Diversos estudos realizados em modelos experimentais têm relatado efeitos prejudiciais de 
dietas ricas em carboidratos sobre o desenvolvimento de periodontite e a fisiologia óssea 
(MONTALVANY-ANTONUCCI et al., 2018). 
Nesses estudos e mesmo em outros trabalhos da literatura um aspecto pouco 
explorado é a relação entre os fenótipos observados e as modificações da microbiota intestinal. 
Sabe-se hoje que modificações na composição de dietas (como as utilizadas nos trabalhos 
anteriormente descritos) alteram a microbiota intestinal e que ela tem papel relevante na 
regulação da inflamação em diferentes tecidos e no remodelamento ósseo. O estudo de Ohlsson 
et al. (2017), sugere que animais livres de microbiota (Germ-free) têm maior massa óssea do 
que animais germ-free convencionalizados indicando que a microbiota intestinal pode induzir 
a reabsorção de tecido ósseo. Entretanto, o estudo de Lucas et al. (2018) mostrou que uma dieta 
rica em fibras é capaz de aumentar a produção de ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), os 
quais aumentam significativamente a massa óssea em animais. Ainda nesse contexto, Yan et al. 
(2016) demonstraram que a presença da microbiota intestinal promove a formação de tecido 
ósseo, um efeito mediado por indução do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). 
Em conjunto, esses trabalhos demonstram a existência de um eixo de interação entre a 
microbiota intestinal (principalmente) e a regulação da homeostase óssea.   
 Apesar desses estudos recentes evidenciarem a existência de um eixo intestino-
osso, ainda sabe-se pouco a respeito da influência da microbiota intestinal sobre o 
desenvolvimento da periodontite e, principalmente, não se conhece os mecanismos moleculares 
envolvidos nessa interação. Considerando isso, neste trabalho estudamos a influência da 
microbiota intestinal e, particularmente, seus metabólitos, os ácidos graxos de cadeia curta, no 
desenvolvimento de inflamação e reabsorção óssea em modelo experimental de periodontite. 




fermentação microbiana (principalmente de fibras solúveis presentes na dieta) e que eles têm 
efeitos bem caracterizados em diferentes modelos inflamatórios e infecciosos (CORRÊA-
OLIVEIRA et al., 2016).  
Brevemente, esses compostos têm importantes ações sobre componentes do sistema 
imune: induzem quimiotaxia de neutrófilos e modulam sua capacidade fagocítica e produção 
de mediadores inflamatórios (CORRÊA et al., 2017; VINOLO et al., 2011a; VINOLO; 
HIRABARA; CURI, 2012); em macrófagos reduzem a produção de citocinas pró-inflamatórias 
(COX et al., 2009; KIM et al., 2013; PARK et al., 2005); regulam a ativação e função efetora 
de células dendríticas e a geração de células T reguladoras na lâmina própria intestinal 
(ARPAIA et al., 2013; FURUSAWA et al., 2013; SMITH et al., 2013). Adicionalmente, 
estratégias que aumentam a produção intestinal desses compostos têm efeitos benéficos em 
diferentes modelos experimentais incluindo colite (SMITH et al., 2013), asma (TROMPETTE 
et al., 2014) e gota (VIEIRA et al., 2017), ações essas atribuídas a sua capacidade anti-
inflamatória e pró-resolutiva.  
Parte desses efeitos relatados sobre componentes imunológicos dependem da ação 
dos AGCCs via ativação do receptor FFAR2 (também conhecido como GPR43). Vale ressaltar 
que esse receptor é expresso em células do sistema imune como apresentado na Figura 2, 






Figura 2. Imagem ilustrativa das células do sistema imune que possuem o receptor FFAR2 
 Com isso, nossa hipótese é que os AGCCs produzidos pela microbiota intestinal 
acarretam modificações da inflamação (em parte via FFAR2) associada a periodontite e com 







Figura 3. Imagem ilustrativa da ação das bactérias intestinais decompondo fibras alimentares e 
liberando AGCCs. A ação desses compostos modula a resposta imune do hospedeiro. Pressupomos se 
o mesmo pode ocorrer na cavidade oral e com isso alterar a reabsorção óssea. 
2. PROPOSTA DE TRABALHO E JUSTIFICATIVA  
No presente estudo investigamos os efeitos, em modelo murino, dos ácidos graxos 
de cadeia curta e da ativação de seu receptor FFAR2, sobre o desenvolvimento da doença 
periodontal. Vale ressaltar que essa patologia afeta milhões de pessoas em todo mundo e está 
associada a formação de bolsas periodontais, destruição óssea alveolar, sendo considerada uma 
das principais causas de perda dentária (PICHAYAKORN; BOONME, 2013). 
3. OBJETIVO 
O objetivo deste trabalho foi verificar a importância dos ácidos graxos de cadeia 
curta sobre o desenvolvimento de periodontite experimental. Para tanto, utilizamos o modelo 
de ligadura proposto por Abe e Hajishengallis (2013) e estratégias (p.ex. dietas, administração 
oral de AGCCs ou antibióticos) que levaram ao aumento e redução da biodisponibilidade desses 
metabólitos. Além disso, analisamos a relevância do receptor de AGCCs, FFAR2, nesse 




3.1. Objetivos Específicos  
a) Investigar o efeito da administração oral de AGCCs sobre perda óssea em modelo 
experimental de periodontite em animais com ou sem depleção de microbiota intestinal; 
b) Avaliar o efeito de dietas que alteram a produção intestinal de AGCCs sobre a perda 
óssea em modelo experimental de periodontite; 
c) Analisar o papel do receptor FFAR2 sobre a inflamação e perda óssea em modelo 
experimental de periodontite. 
4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. Animais utilizados 
Todos os procedimentos foram submetidos à Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA) da Universidade Estadual de Campinas e aprovados antes da realização dos mesmos 
(protocolos número 4696–1(a)/2018 e 4696-1/2017 (Anexo 2)). Foram utilizados camundongos 
isogênicos C57BL/6 provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica 
(CEMIB – UNICAMP) e animais C57BL/6 com deficiência da expressão de GPR43 (FFAR2-
/-) produzidos conforme descrito por Maslowski et al., 2009). 
Todos os animais foram mantidos no Biotério de Animais SPF do Departamento de 
Genética, Evolução, Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da Universidade 
Estadual de Campinas. Os mesmos foram mantidos em gaiolas autoclavadas e com filtro no 
topo, com livre acesso a ração e água esterilizadas. Foram usados somente camundongos 
machos de 6-8 semanas de idade. 
4.2. Modelo de indução da periodontite 
Seguimos o modelo de indução de periodontite por ligadura. Nesse modelo a 
doença é induzida através da colocação de uma linha de sutura no segundo molar superior, 
conforme descrito na literatura (ABE; HAJISHENGALLIS, 2013). Em nosso estudo, seguimos 
a adaptação deste modelo feita por Gonçalves-Zillo et al. (2013), no qual a linha de sutura é 
posicionada no primeiro molar inferior. Brevemente, a periodontite foi induzida após colocação 
de uma linha de algodão no entorno do primeiro molar inferior dos camundongos. Após a 
anestesia, os animais foram posicionados no aparato de Doku (ver ABE; HAJISHENGALLIS, 




da língua para visualização do molar inferior. Com auxílio de um espaçador endodôntico digital 
número 10 (Injecta, São Bernardo do Campo, SP, Brasil) acoplado ao cabo de uma escova 
interdental (Oral B®, Cincinnati, OH, USA), o fio foi delicadamente guiado até a distal do 
primeiro molar inferior, passando o ponto de contato. Envolveu-se o dente pelo fio, posicionado 
subgengivalmente e fixado por um nó duplo feito na mesial.  Durante a colocação da ligadura, 
todos cuidados foram despendidos para que não houvesse luxação do dente, permitindo o 
posicionamento sem trauma do fio, como mostrado na Figura 4. Esse procedimento induz a 
colonização bacteriana e acúmulo de placa, além da irritação mecânica constante durante o 
período experimental. Após os diferentes tempos da inserção da ligadura (dependendo do 
protocolo – 7, 14 e 21 dias), os camundongos foram eutanasiados e as mandíbulas removidas e 
processadas para quantificação da reabsorção óssea. 
 
Figura 4. Modelo de indução da periodontite com ligadura. Neste modelo foi inserida uma linha de 
sutura de algodão em torno do primeiro molar. Formou-se um biofilme levando ao desenvolvimento da 
doença. Figura modificada de Abe e Hajishengallis (2013). Vale ressaltar que nesta figura a ligadura foi 
realizada no segundo molar, contudo em nossos experimentos a ligadura foi realizada no primeiro molar. 
4.3. Ácido graxo de cadeia curta - Acetato 
O tratamento com ácidos graxos de cadeia curta foi realizado durante vinte e um 
dias. Nesse período os animais receberam água tratada contendo acetato na concentração de 
150 mM, conforme já utilizado em outros trabalhos na literatura (SMITH et al., 2013; VIEIRA 
et al., 2017). Essas soluções foram preparadas a partir de estoques de acetato já preparados na 
concentração de 1,5 M em água (solução estoque, 10X) com pH ajustado para 7,2 – 7,4 
utilizando ácido acético (Sigma Aldrich, MO, USA.). Durante o tratamento, a água contendo o 





Foram utilizadas três dietas com composições distintas conforme descrito na 
Tabela 1. Os animais receberam ração controle baseada na AIN93M que foi estabelecida em 
1993 pela American Institute of Nutrition (AIN), e é recomendada como dieta padrão para a 
manutenção de camundongos adultos (REEVES; NIELSEN; FAHEY  JR., 1993). A fim de 
verificar possíveis impactos das fibras alimentares, e a resultante diferença na produção 
endógena de AGCCs, utilizamos duas dietas especiais enriquecidas com fibras solúveis: uma 
enriquecida com 10% de inulina e outra com 25% de inulina (Orafti GR®, Beneo). Além disso, 
incluímos uma dieta em que a celulose (fonte de fibras da dieta controle) foi removida e 
substituída por amido (dieta 0% de fibras).   
Tabela 1. Composição das dietas utilizadas no estudo. A composição da dieta AIN93M enriquecida ou 
não com 10% ou 25% de INULINA é apresentada abaixo (gramas de cada componente das dietas). 








Amido de milho  
(Rhoster) 
465,7 g 465,7 g 299,2 g 514,7 g 
Caseína (Rhoster) 140 g 140 g 140 g 140 g 
Amido dextrinizado 
(Rhoster) 
155 g 48,39 g 55 g 155 g 
Sacarose (Rhoster) 100 g 100 g 100 g 100 g 
Óleo de soja  
(Lisa) 
40 g 40 g 40 g 40 g 
Inulina  
(Orafti GR®, Beneo) 
0 106,61 g 266,5 g 0 
Celulose microcristalina 
(Rhoster) 
50 g 50 g 50 g 0 
Mix mineral  
(AIN93M, Rhoster) 
35 g 35 g 35 g 35 g 
Mix vitamínico  
(AIN93M, Rhoster) 














L-cistina (Rhoster) 1,8 g 1,8 g 1,8 g 1,8 g 
Bitartarato de colina 
(Rhoster) 
2,5 g 2,5 g 2,5 g 2,5 g 
Total 1000 g 1000 g 1000 g 1000 g 
 
4.5. Antibioticoterapia 
Nos experimentos com depleção de microbiota, os animais foram tratados com 
mistura de antibióticos. A administração dos antibióticos foi realizada através de gavagem. O 
mix de antibióticos, volume final de 200 uL, foi feito contendo 1,0 mg/mL de ampicilina, 1,0 
mg/mL de gentamicina, 1,0 mg/mL de metronidazol, 0,5 mg/mL de vancomicina e 1,0 mg/mL 
de neomicina (todos da Sigma Aldrich, EUA). Este mix foi administrado diariamente durante 
3 dias consecutivos, conforme metodologia previamente publicada (HILL et al., 2010). A 
indução da periodontite nos animais foi feita após 24 horas da última administração de 
antibióticos.  
Os animais neste protocolo foram divididos em três grupos, sendo eles: (1) o 
controle, que recebeu gavagem com água e sem adição de AGCCs; (2)  o tratado com 
antibiótico, que recebeu apenas a gavagem com o mix de antibióticos; e (3) o tratado com mix 
de antibiótico e suplementado com  acetato 150 mM na água de beber durante todo o 
procedimento. Após sete dias da colocação da ligadura, os animais foram eutanasiados e o 
material foi coletado para as análises subsequentes. 
 
4.6. Coleta dos materiais 
As coletas da mandíbula e dos linfonodos foram feitas após a eutanásia dos animais. 
Os animais foram anestesiados com 300 mg/kg de peso de Ketamina e 30 mg/kg de peso de 
Xilazina administrado por via intraperitoneal. Após a administração dos anestésicos, a eutanásia 
foi feita por deslocamento de cervical, conforme descrito no protocolo do CEUA. Após 
eutanásia, o animal foi fixado em um suporte de parafina com o auxílio de uma pinça e tesoura. 




delicadamente remover a pelagem, que foi presa com o auxílio de um alfinete. Em sequência, 
localizou-se os linfonodos, que estão presentes na região infra mandibular, e retirou-se com 
cuidado para não rompê-los e, por fim, estes foram limpos com o auxílio de um bisturi. O 
material foi coletado, armazenado em um microtubo e, posteriormente, foi congelado a -80°C.  
Para a extração das mandíbulas, foi feito um corte hemi-arcode, através do qual 
extraiu-se apenas a parte inferior das mandíbulas (expondo o côndilo). A mandíbula foi cortada 
ao meio, separando os lados esquerdo do direito. Em sequência, com auxílio da lupa Nikon 
SMZ 745T, retirou-se o tecido mole de sustentação presente na base do dente, que foi também 
armazenado em um microtubo e congelado a -80°C. Posteriormente, removeu-se a linha de 
sutura do primeiro molar e fixou-se a mandíbula cortada ao meio em um microtubo com formol 
a 10%. A análise foi feita após dois dias da coleta.   
 
4.8.  Infiltrado neutrofílico  
A imunohistoquímica foi realizada utilizando-se o método streptavidin-biotina. Os 
tecidos embutidos em parafina foram seccionados (3 μm) e coletados em série em lâminas de 
vidro carregadas (X-tra® canto cortado, Leica Biosystems). Resumidamente, as lâminas foram 
deparafinadas, desidratadas e enxaguadas em água destilada, seguidas de incubação com 3% de 
peróxido de hidrogênio diluído em metanol por 30 min. Para recuperação de antígenos,  as 
seções foram imersas na solução trillogy (cat. 920P-07, Cell Marque, Rocklin, CA, EUA) a 
96ºC por 10 minutos.    Em seguida, as seções foram tratadas com sistema de bloqueio 
Avidin/Biotina (Dako, Carpinteria, CA, EUA) e incubadas com um rato monoclonal anti-rato 
LY-6G BV421 (gato. 562737, BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) a 1:300, 4°C durante a 
noite. Após a lavagem na solução Tris-Tamponada Salina (TBS), as seções foram incubadas 
com kit LSAB (Dako, Carpinteria, CA, EUA) por 30 minutos, cada etapa, seguindo as 
instruções do fabricante e DAB (Dako, Carpinteria, CA, EUA) por 30-60 segundos. Finalmente, 
as seções foram manchadas com hematoxilina de Mayer e cobertas. Os controles negativos 
foram obtidos omitindo os anticorpos primários, que foram substituídos por 1% PBS-BSA. As 
células foram analisadas por um microscópio leve (Axioskop 40 Zeiss, Carl Zeiss, Gottingen, 






Os tecidos de sustentação foram coletados e colocados em tubos de 2,0 mL e adicionou-
se 100 µL de PBS contendo Inibidor de protease (Invitrogen). Homogeneizou-se o tecido com 
o auxílio do POLYTRON® PT 1300 D por cerca de 5 minutos por amostra. Posteriormente, 
centrifugou-se os tubos a 10.000 RPM por 10 minutos. Coletou-se o sobrenadante o qual foi 
congelado a -80º C. Para quantificação utilizamos 50 uL de cada amostras.  As citocinas 
analisadas foram TNF-α e IL-1β e a quimiocina CXCL-1. A mensuração destas proteínas foi 
realizada através da técnica de ELISA sanduíche de acordo com a instrução do fabricante 
usando o kit Duo Set (R&D System, Mineapolis, MN, EUA). 
4.10. Análise de expressão gênica 
Foram avaliados genes de citocinas, quimiocinas e marcadores leucocitários no 
tecido gengival por reação em cadeia da polimerase em tempo real. Para este fim, o RNA foi 
extraído utilizando microcolunas de purificação do mini kit PureLinkTM RNA (Ambion), de 
acordo com as instruções do fabricante. Em seguida, quantificou-se por leitura em 
espectrofotômetro no comprimento de onda de 260 nm e o grau de pureza determinado pela 
razão 260/280 nm. Sintetizou-se o cDNA  a partir de 1 µg do RNA total extraído utilizando o 
kit High Capacity cDNA reverse transcription da Applied Bioscience (Life Technologies) e a 
quantificação da expressão gênica foi realizada por PCR em tempo real através do 
equipamento/software Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System utilizando SYBR™ 
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Utilizamos os pares de primers 
específicos para os genes analisados (Tabela 2). As amostras tiveram a expressão relativa de 
seus genes determinada utilizando a fórmula 2-DDCt e os valores obtidos para o gene 
housekeeping (β2 microglobulina). 
Tabela 2. Sequência dos PRIMERS de PCR real-time para diferentes citocinas, quimocinas e 
marcadores de reabsorção óssea. 
PRIMER SEQUÊNCIA (5’ – 3’) 
TNF-Α sense  
  Anti-sense 
TCT TCT CAT TCC TGC TTG TGG C 
CAC TGG TGG TTT GCT ACG ACG 
IL-1Β sense  
  anti-sense 
GGC AGC TAC CTG TGT CTT TCC C 




Il-6 sense  
  anti-sense 
CTG CAA GAG ACT TCC ATC CAG 
AGT GGT ATA GAC AGG TCT GTT GG 
Ne sense  
  anti-sense 
CAG GAA CTT CGT CAT GTC AGC 
AGC AGT TGT GAT GGG TCA AAG 
Opg sense  
  anti-sense 
CCT TGC CCT GAC CAC TCT TAT 
CAC ACA CTC GGT TGT GGG T 
Rank - l sense  
  anti-sense 
CCA GGA GAG GCA TTA TGA GCA 
ACT GTC GGA GGT AGG AGT GC 
Cxcl - 1 sense  
  anti-sense 
ACT GCA CCC AAA CCG AAG TC 
TGG GGA CAC CTT TTA GCA TCT T 
Β2m sense  
  anti-sense 
CCC CAC TGA GAC TGA TAC ATA CG 
CGA TCC CAG TAG ACG GTC TTG 
Abreviaturas: Fator de Necrose Tumoral Alfa (Tnf-α); interleucina-1 beta (Il-1β); interleucina-
6 (Il-6); elastase neutrofílica (Ne); osteoprotegerina (Opg); ligante do receptor ativador do fator 
nuclear kappa B (Rankl); beta2-microglobulina (B2m). 
4.11. Análise histomorfométrica de reabsorção óssea 
A análise de reabsorção óssea foi feita após a preparação das mandíbulas. As 
mandíbulas foram fixadas por 12 h em solução 10% de formaldeído em PBS. Os tecidos moles 
que envolvem os ossos foram incubados por 30 min com solução de hipoclorito de sódio a 1%, 
seguindo-se três ciclos de 5 minutos com água deionizada, e depois foram retirados 
manualmente. Posteriormente, as hemi-mandíbulas foram separadas e os processos condilares 
e coronóides foram cuidadosamente seccionados. Para realçar a junção cimento-esmalte, as 
mandíbulas foram incubadas em uma solução saturada de azul de ortotoluidina durante 1 min, 
seguido de três lavagens em água deionizada. As imagens das faces linguais dos molares foram 
adquiridas utilizando microscópio estereoscópico com a face oclusal dos molares posicionadas 
perpendicularmente à base.  
As imagens foram então digitalizadas e a área da raiz dentária visível foi medida 
usando o programa Image J (National Institutes of Health, EUA). Para converter a área exposta 
em mm² utilizamos o valor medido em um quadrante da câmara de Neubauer que equivale a 1 




contralateral, geradas pela lupa Nikon, que foram medidas com o auxílio do programa Image J. 
As áreas foram plotadas em uma planilha e realizou-se os cálculos de perda óssea, na qual 
utilizamos o valor da perda óssea do dente sem indução da periodontite subtraído do dente com 
indução da periodontite. Posteriormente, convertemos o valor utilizando a câmara de Neubauer, 
desta forma todos os valores são apresentados em número negativo, referente ao tamanho da 
perda óssea, que é maior no dente com indução de periodontite. A Figura 5 representa um 
exemplo das imagens geradas e da análise histomorfométrica realizada. 
 
Figura 5. Análise histomorfométrica da perda óssea alveolar 
4.12. Micro CT – Micro tomografia computadorizada 
Osso alveolar maxilar foi fixado em formalina tamponada a 10% por 48 horas. 
Posteriormente, utilizamos o sistema de micro-CT (Microtomografia de raios X Skyscan 1172; 
Skyscan, Aartselaar, Bélgica) para escanear e digitalizar as amostras. A calibração foi realizada 
com o simulador de hidroxiapatita de cálcio de densidade conhecida (Skyscan, Aartselaar, 
Bélgica). As imagens foram adquiridas em alta resolução com um tamanho de voxel isotrópico 
de 18 μm (50 Kv, Filtro de alumínio de 0,5 mm, ângulo de rotação de 0,5 °). Um serviço regular 
e uniforme das regiões de interesse foi modelado usando como método de contorno para 
delinear região de interesse (ROI) na área de furca do primeiro molar. O tecido foi analisado 
para determinar a densidade mineral óssea (DMO em g/cm-3), volume ósseo (BV em mm3), 




(Tb.Pf em mm), espessura trabecular (Tb.Th em μm), número trabecular (Tb.N em mm) e 
separação trabecular (Tb.Sp em μm). A perda da crista óssea alveolar (ABC) foi medida através 
da determinação da área entre a junção cemento-esmalte (CEJ) e ABC (ABC-CEJ μm2) em 
imagens tridimensionais do primeiro, segundo e terceiro molares (Fiji - Instituto Nacional de 
Saúde, Bethesda, MD, EUA). 
 
4.13. Análise estatística 
Os resultados foram analisados e são apresentados como média e desvio padrão. 
Para as comparações entre dois grupos foi utilizado o teste T de student. Para as comparações 
entre dois ou mais grupos utilizou-se One-Way ANOVA e Tukey's multiple comparisons. As 
análises estatísticas foram realizadas no programa Prisma 5.0 (GraphPad Software, Inc., San 





5. RESULTADOS  
5.1. Ácidos graxos de cadeia curta e periodontite 
Sabemos que as bactérias intestinais produzem os ácidos graxos de cadeia curta 
(acetato, propionato, butirato, entre outros) através da fermentação de fibras alimentares. Essas 
moléculas, como já descrito na literatura (CORRÊA et al., 2017; VINOLO et al., 2011b, 2011a), 
possuem papel imunoregulador e anti-inflamatório e têm relevância em doenças como a artrite 
reumatóide, asma e colite. Em contraponto à essa atuação sistêmica dos AGCCs, estes são 
produzidos na cavidade oral durante o processo de disbiose que está associado ao 
desenvolvimento da doença periodontal, nesse contexto podendo desempenhar um papel 
deletério local (LU et al., 2014).  
Para elucidar o papel dos AGCCs, especificamente do acetato, no contexto da 
periodontite conduzimos uma série de experimentos em modelo murino dessa doença. O acetato 
foi selecionado, pois a literatura indica que esta molécula tem maior relevância na ação 
sistêmica, uma vez que é o AGCC que atinge a circulação sanguínea em maiores concentrações 
(CORRÊA et al., 2016). Portanto, administramos acetato por via oral e analisamos se este 
composto modificaria o desenvolvimento da doença periodontal. Os experimentos foram 
conduzidos em animais C57BL/6, nos quais induzimos a doença através do modelo de ligadura. 
Esses animais foram suplementados na água de beber com acetato a 150 mM por 14 dias e o 
principal parâmetro avaliado foi a reabsorção óssea. Nesses animais, no lado esquerdo com 
ligadura observou-se exposição radicular enquanto no contralateral, conforme esperado, não foi 
observado sinal de doença periodontal, ou seja, confirmou-se que houve perda óssea resultante 
da indução da doença periodontal.  
A seguir analisamos os efeitos do tratamento com acetato. Conforme apresentado na 
figura 5, os resultados obtidos nessas condições indicam que não há diferença entre o grupo 
controle e o grupo suplementado com acetato (Figura 6). Uma possível explicação para a falta 
de efeito do acetato consiste no fato de que no grupo controle há altas concentrações sistêmicas 





Figura 6. Efeito do acetato no desenvolvimento da doença periodontal. Análise do efeito da 
suplementação de acetato no desenvolvimento da perda óssea. A periodontite foi induzida e após 14 dias o material 
foi coletado. O grupo controle foi mantido com água autoclavada durante todo o período, já o grupo tratado teve 
a água suplementada com acetato (150 mM) trocada a cada 3 dias durante os 14 dias de experimento. O material 
foi coletado e a análise histomorfométrica foi feita utilizando as imagens geradas. Student t test. n = 7-12 
camundongos/grupo. Resultados apresentados em média e o desvio padrão. 
Considerando o resultado apresentado com a suplementação oral com acetato, 
conduzimos experimento para avaliar se o aumento da produção endógena de AGCCs através 
da suplementação da dieta com fibras alimentares solúveis teria algum efeito sobre o processo 
de reabsorção óssea.  
5.2. Dieta rica em fibra e perda óssea. 
Os trabalhos de Lucas et al. (2018) e de Montalvany-Antonucci et al. (2019) 
mostraram que a ingestão de dieta rica em fibras confere proteção contra a perda óssea em 
modelos experimentais distintos como o da indução de perda óssea através de movimentação 
ortodôntica (OTM), que consiste em colocar uma  mola helicoidal de níquel-titânio entre o 
primeiro molar superior direito e os incisivos superiores e uma força de 0,35 N é exercida em 
uma  direção mesial dessa forma a perda óssea é induzida e também modelo caracterizado por 
alteração endócrina induzida pela remoção dos ovários induzindo uma menopausa precoce e 
altera a homeostase óssea.  
Em nosso estudo, utilizamos três dietas distintas, sendo elas: dieta controle com 5% 
de celulose (AIM93) e duas dietas ricas em fibra (inulina 10% e 25%). Os animais 
permaneceram nessas dietas pelo período de quatorze dias. Nesse experimento incluímos ainda 
um grupo de animais que recebeu dieta controle e suplementação oral com acetato. Vale 




comercial, a qual normalmente possui alto conteúdo de fibras e, por isso, seria esperado uma 
produção endógena alta de acetato e dos outros AGCCs.  
Os resultados obtidos mostram que a dieta rica em fibra não alterou o processo de 
reabsorção óssea (Figura 7). No modelo de ligadura, a suplementação da dieta com fibras 
solúveis e/ou diretamente com acetato não se mostrou protetiva.  
 
Figura 7. Efeito da dieta rica em fibra (inulina) no desenvolvimento da doença periodontal. Análise 
de reabsorção óssea após 14 dias de doença. Os animais foram mantidos com três diferentes dietas sendo elas: a 
dieta controle AIN93M, a dieta AIN93M enriquecida com 10% Inulina e a dieta AIN93M enriquecida com 25% 
Inulina.  Utilizamos também um grupo mantido com a dieta controle e tratado com adição de acetato 150 mM na 
água de beber, a fim de observamos um possível efeito direto do acetato na perda óssea. A – Comparação entre os 
dentes com indução de periodontite e sem indução de periodontite, comprovando a eficácia do modelo utilizado. 
Análise das imagens geradas com auxílio da lupa Nikon. A área de exposição óssea foi medida no Image J. A 
análise histomorfométrica foi realizada sempre comparando o dente sem a ligadura contra o dente com ligadura. 
Two way ANOVA. n = 5 - 6 camundongos/grupo ****p < 0.0001.  B - Análise da perda óssea é feita através da 
subtração entre a área de exposição do dente sem doença contra o dente com doença. One way ANOVA. n = 5 - 6 
camundongos/grupo. Resultados apresentados em média e o desvio padrão. 
À continuação investigamos se, por outro lado, a ausência de fibras alimentares levaria 
a alguma modificação da reabsorção óssea. Para tanto, utilizamos uma dieta baseada na AIN93, 
na qual as fibras foram substituídas por carboidratos simples (amido, vide tabela 1). Na ausência 
das fibras alimentares houve maior perda óssea quando comparado com os animais que 
receberam uma dieta rica em fibras (Figura 8). Esse dado indica, assim como mostrado no 




regulação do processo de reabsorção óssea, no nosso caso, em modelo induzido por ligadura. 
Entretanto, diferente do que foi previamente relatado, no modelo de ligadura, o qual é altamente 
dependente de colonização microbiana e inflamação, só observamos diferença na reabsorção 
óssea quando da retirada das fibras da dieta. 
 
Figura 8. Efeito da dieta zero fibra e rica em fibra (inulina) no desenvolvimento da doença periodontal. 
Análise de reabsorção óssea após 14 dias de doença. Os animais foram mantidos com duas dietas diferentes sendo 
elas: a dieta AIN93M enriquecida com 25% Inulina e a dieta AIN93M com zero fibra. A – Comparação entre os 
dentes com indução de periodontite e sem indução de periodontite, comprovando a eficácia do modelo utilizado. 
Análise das imagens geradas com auxílio da lupa Nikon. A área de exposição óssea foi medida no Image J. A 
análise histomorfométrica foi realizada sempre comparando o dente sem a ligadura contra o dente com ligadura. 
Two-way ANOVA N = 3-6 camundongos/grupo ****p < 0.0001,*** p < 0,001. B- Análise do processo de 
reabsorção óssea através das imagens geradas no histomorfométrico. Mann-Whitney test. N = 6 - 3 
camundongos/grupo * p < 0.05. Resultados apresentados em média e desvio padrão. Resultados apresentados em 
média e o desvio padrão. 
5.3. Depleção da microbiota intestinal, altera o processo de reabsorção óssea 
Para entendermos se a diminuição da produção endógena de AGCCs poderia 
influenciar o processo de perda óssea, tratamos animais C57BL/6 com mistura de antibióticos 
anteriormente usado em trabalho do grupo (FELLOWS et al., 2018). A doença foi induzida 
utilizando a metodologia de ligadura e, ao término de 7 dias, o material foi coletado e analisado. 
Conforme pode ser observado na figura 8, o tratamento com antibióticos, e a consequente 
redução na produção endógena de AGCCs, conforme caracterizado em trabalho anterior do 
grupo (FELLOWS et al., 2018), levou a aumento da perda óssea (Figura 9).   
Com o intuito de investigar se nesse contexto (tratamento com antibióticos) o ácido 





por via oral com o 150 mM de acetato, e analisamos a perda óssea após 7 dias. Conforme 
mostrado na Figura 9, apesar da suplementação com acetato não reverter a perda óssea 
observada, esse tratamento atenuou o processo. Isto indica que os metabólitos produzidos pela 
microbiota podem ter papel relevante no modelo de doença periodontal empregado em nosso 
estudo.  
 
Figura 9. Depleção da microbiota impacta na perda óssea. Os animais foram tratados com mix de 
antibióticos administrado por gavagem durante 3 dias consecutivos. O grupo controle foi gavado com 
água estéril, e comparado com o grupo que recebeu apenas o antibiótico e o grupo que foi tratado com 
antibiótico e suplementação de acetato na água de beber. Um dia após o término das gavagens, a doença 
foi induzida através da metodologia de ligadura. Ao término de 7 dias, o material foi coletado e 
analisado. One way ANOVA, comparação entre H2O vs. ABX *p < 0.05. N = 7 – 9 camundongos/grupo. 
Resultados apresentados em média e o desvio padrão. 
5.4. Participação do receptor FFAR2 
Os ácidos graxos podem atuar por meio de diferentes vias incluindo ativação de 
receptores de membrana chamados receptores acoplados à proteína G (GPCRs, como FFAR2, 
FFAR3, GPR109a) (CORRÊA-OLIVEIRA et al., 2016). Dentre os receptores de AGCCs, o 
FFAR2 (GPR43) foi identificado como o receptor com maior afinidade para acetato e 
propionato em comparação com outros ácidos graxos. Para compreender se o receptor FFAR2, 
poderia estar envolvido no processo de reabsorção óssea realizamos experimentos com animais 




as análises foram realizadas após 21 dias da indução (Figura 10). Os resultados mostram que 
a doença se desenvolveu uniformemente entre os grupos FFAR2+/+ e FFAR2-/- (A), quando 
comparamos o contralateral (primeiro molar sem indução da doença) contra o primeiro molar 
com ligadura. Na ausência do receptor FFAR2, os animais apresentaram uma tendência a maior 
perda óssea ao longo dos 21 dias (Figura 10B).  
 
Figura 10. A participação do receptor FFAR2 sobre a perda óssea alveolar foi investigada. A - A 
doença periodontal foi induzida e após 21 dias analisou-se as imagens geradas com auxílio da lupa 
Nikon e a área de exposição óssea foi medida no Image J. A análise histomorfométrica foi realizada 
sempre comparando o lado sem a ligadura (contralateral) com o lado com ligadura. Teste two way 
ANOVA.  N = 9 – 10 camundongos / grupo **** p < 0.0001 B - A perda óssea foi obtida através da 
diferença entre a área de exposição do local sem ligadura com relação ao lado contralateral. Teste de 
Mann Whitney. N = 9 – 10 camundongos / grupo. Resultados apresentados em média e o desvio padrão. 
Com o intuito de investigarmos mais a fundo o fenótipo dos animais deficientes em 
FFAR2, repetimos o experimento de ligadura, porém realizamos a análise no início do processo, 
ou seja, sete dias após a ligadura (Figura 11). Conforme pode ser observado na Figura 11B 
(resultados ainda preliminares), com 7 dias já há perda óssea maior nos animais deficientes para 





Figura 11. Participação do receptor FFAR2 na perda óssea em 7 dias. A – Análise das imagens 
geradas com auxílio da lupa Nikon e a área de exposição óssea foi medida no Image J. O 
histomorfométrico foi feito sempre comparando o dente sem a ligadura com o dente com ligadura. Two-
way ANOVA. N = 5 -2 camundongos/grupo. B – A perda óssea foi obtida através da diferença entre a 
área de exposição do local sem ligadura com relação ao lado contralateral. Teste t de Student. N = 2-5 
camundongos/grupo.   
Os resultados obtidos com a indução da doença após sete dias mostram que na 
ausência do receptor FFAR2, os animais tiveram uma tendência a maior perda óssea. Embora 
não seja estatisticamente significativo, este achado está em linha com a literatura, a qual 
descreve que o receptor FFAR2 possui um papel importante no contexto da inflamação 
(KIMURA et al., 2019). Além disso, conforme descrito por Maslowski et al. (2009), a 
inflamação é prejudicada em animais deficientes para o FFAR2 em modelos de artrite, colite e 
asma. Sabe-se hoje que os AGCCs possuem ações sobre componentes do sistema imune 
atuando, por exemplo, na indução da quimiotaxia de neutrófilos e modulando sua capacidade 
fagocítica e de produção de mediadores inflamatórios (CORRÊA-OLIVEIRA et al., 2016; 
VINOLO et al., 2011b, 2011a). Considerando que esse receptor está associado a migração de 
neutrófilos, analisamos o infiltrado leucocitário em animais deficientes para o receptor (Figura 
12). Conforme apresentado abaixo, na ausência do receptor FFAR2 houve menor infiltrado 
neutrofílico corroborando a literatura supracitada, que descreve que na ausência do receptor o 





Figura 12. Análise do infiltrado neutrofílico no tecido periodontal de animais que expressam ou 
não o receptor FFAR2. A – Imagem representativa das lâminas de infiltrado neutrofílico dos animais 
FFAR2+/+. B – Imagem representativa das lâminas de infiltrado neutrofílico dos animais FFAR2-/-. C – 
A doença periodontal foi induzida e após 21 dias foi analisado o infiltrado neutrofílico no tecido de 
sustentação do periodonto. Para identificação das células foi utilizado o anticorpo anti-Ly6g. As lâminas 
foram analisadas e comparadas com o tecido contralateral de cada animal. Two way ANOVA 
comparação entre GPR WT ESQ vs. GPR KO ESQ **** p < 0.0001. N = 6 camundongos/grupo. 
Resultados apresentados em média e o desvio padrão. 
Os dados descritos anteriormente mostram que na ausência do receptor FFAR2 há 
maior perda óssea e menor infiltrado neutrofílico, visto esses achados fomos investigar quais 
genes inflamatórios poderiam estar diferencialmente expressos entre os grupos. Para tanto, 
conduzimos uma análise de expressão gênica do tecido periodontal referente ao primeiro molar 




apresenta dados preliminares. Conforme apresentado na figura 12, não observamos diferença 
na expressão dos genes avaliados do tecido periodontal dos animais que não expressam o 
receptor FFAR2 (Figura 13).  
 
 Figura 13. Análise da expressão gênica da gengiva de animais FFAR2 Wt e KO. A periodontite foi 
induzida e após 21 dias o material gengival foi coletado. Os tecidos foram processados e analisou-se a 
expressão dos seguintes genes RT-qPCR:  de citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6, N.E, OPG, RANKL e 
CXCL-1 por PCR real time. Comparou-se a expressão dos genes entre os animais FFAR2 WT e KO. 
Teste t de student. N = 2 - 4 camundongos/grupo. 
A fim de entender a participação do receptor FFAR2 no contexto inflamatório, 
analisou-se a produção citocinas. Para isso, conduziu-se o experimento no qual a periodontite 
foi induzida através da metodologia de ligadura e depois de sete dias, coletou-se as gengivas 
dos primeiros molares. Esses tecidos foram processados e quantificou-se: TNF-α, IL-1β e 





Figura 14. Quantificação de citocinas na gengiva de animais FFAR2 Wt e KO. A periodontite foi 
induzida e após 7 dias a mandíbula e gengiva foram coletadas. Os tecidos foram processados e analisou-
se a produção de citocinas TNF-α, IL-1β e CXCL-1 por Elisa. Comparou-se a produção dos mediadores 
inflamatórios entre as gengivas (G) lado da indução da periodontite, contra o lado sem indução da 
doença denominado como Contra lateral (CL). A – Quantificação de TNF-α normalizada por 
concentração de proteína. Two-way ANOVA. N = 5 camundongos/grupo comparação entre gengiva 
FFAR2 +/+ e FFAR2 -/-. B - Quantificação de IL-1β normalizada por concentração de proteína. Two-way 
ANOVA. N = 5 camundongos/grupo comparação entre gengiva FFAR2 +/+ e FFAR2 -/-. C - 
Quantificação de CXCL-1 normalizada por concentração de proteína. Two-way ANOVA. N = 5 
camundongos/grupo comparação entre gengiva FFAR2 +/+ e FFAR2 -/-. Resultados apresentados desvio 
padrão.  
A produção de citocinas não se mostrou diferente entre os grupos analisados.  
Contudo, é importante ressaltar que houve uma grande variação entre na produção desses 
mediadores inflamatórios.  
Para compreendermos se a depleção da microbiota em animais com deleção do 
receptor FFAR2 poderia alterar o processo de reabsorção óssea, conduzimos um experimento 
no qual tratamos os animais FFAR2+/+ e FFAR2-/- com o mesmo mix de antibióticos descrito 
anteriormente. Após o tratamento, a mandíbula seccionada entre os incisivos foi analisada com 




No Figura 15A avaliou-se a relação volume ósseo por volume de tecido (BV/TV 
%). Essa análise nos mostrou que animais sem o receptor apresentaram maior perda óssea 
quando comparados ao seu controle. Posteriormente, avaliamos o mesmo parâmetro em animais 
que receberam apenas o mix de antibiótico e o mix de antibiótico associado à suplementação 
com acetato na água de beber (Figura 15B). Animais FFAR2+/+ foram tratados com antibióticos 
não apresentaram diferença em relação a perda óssea. A administração de acetato a esses 
animais também não teve qualquer efeito sobre a perda óssea nos camundongos FFAR2+/+ . Por 
fim, avaliamos os animas FFAR2-/- tratados com antibiótico, e não houve diferença entre o 
grupo controle, o mesmo foi feito com os animais FFAR2-/- tratados com antibiótico e 
suplementado com acetato na água de beber, os dados obtidos não mostram diferença estatística 
entre os grupos. (Figura 15C).  
 
Figura 15. Depleção da microbiota em animais FFAR2 +/+ (WT) e FFAR2 -/- (KO) impacta na 
perda óssea. Os animais WT e KO foram tratados com água, com mix de antibióticos e com mix de 
antibióticos e suplementação com acetato 150 mM. Os dados apresentados foram gerados através de 
tomografia computadorizada (MicroCT), para o qual utilizou-se a distância entre as raízes dos dentes 
com e sem periodontite. A- O gráfico apresenta a relação de volume ósseo / tecido volume (BV/TV em 
%) em animais WT e KO para FFAR2. Unpaired t test, p < 0.01 N = 4 - 3 camundongos/grupo.  B - O 
gráfico apresenta a relação de volume ósseo / tecido volume (BV/TV em %), os dados mostram que a 
os animais FFAR2+/+ não apresentaram diferença entre os grupos controle, antibiótico e antibiótico 
mais acetato One way ANOVA Tukey's multiple comparisons test. N = 5 camundongos/grupo. Gráfico 





(BV/TV em %), os dados mostram que a os animais FFAR2-/- não apresentaram diferença entre os 
grupos controle, antibiótico e antibiótico mais acetato N = 5 camundongos/grupo. Gráfico apresentado 
demonstra desvio padrão. 
6. DISCUSSÃO 
Diversos estudos recentes têm ressaltado o papel da microbiota na regulação de 
osteoclastos e osteoblastos e, consequentemente, da homeostase óssea (LUCAS et al., 2018; 
MONTALVANY-ANTONUCCI et al., 2019; RIOS-ARCE et al., 2020). Estudos 
experimentais têm indicado que metabólitos derivados da microbiota, os AGCCs, participam 
diretamente desse processo (LUCAS et al., 2018; MONTALVANY-ANTONUCCI et al., 2019) 
e são um elo entre a microbiota e a formação/reabsorção óssea em diferentes locais. 
Corroborando esses dados, mostramos em nosso trabalho que a microbiota e os AGCCs também 
podem ser relevantes na regulação do tecido ósseo em condição patológica como é o caso da 
periodontite.  
Nesse contexto mostramos que a ingestão de dieta sem fibra, bem como o uso da 
antibiótico terapia, ambos fatores que reduzem a produção intestinal de AGCCs, 
respectivamente, por diminuir a disponibilidade dos substratos (as fibras) para fermentação ou 
por depletar a microbiota fermentadora, aumentam a perda óssea. Por outro lado, estratégias 
que aumentam as concentrações de AGCCs, especialmente, acetato (dietas ricas em fibras ou 
suplementação oral com esse AGCCs) não apresentaram qualquer efeito na perda óssea 
induzida pela ligadura, o que pode indicar que nessas condições as concentrações de AGCCs já 
são suficientes para atuar em seus alvos moleculares.  
Um diferencial importante de nosso estudo em relação a outros trabalhos que já 
exploraram o eixo microbiota-tecido ósseo consiste no fato de utilizarmos o modelo de indução 
da doença periodontal através de ligadura. Esse modelo apresenta características importantes e 
únicas em relação a outros modelos. Nele, há a formação de biofilme através da deposição de 
diversos grupos bacterianos sobre a linha de sutura, o que leva a ativação de células 
imunológicas e inflamação local culminando em ativação de osteoclastos e rápida perda óssea. 
Trabalho recentemente publicado com este modelo demonstrou que, após 3 dias de ligadura, já 
há reabsorção de tecido ósseo, a qual está diretamente associada a presença de diversos genes 
associados a ativação do sistema imune e, principalmente, acúmulo e ativação de neutrófilos 




No estudo de Montalvany-Antonucci et al. (2019) foi induzida a perda óssea através 
da movimentação ortodôntica (OTM). Basicamente, nesse estudo foi implantada uma mola 
helicoidal de níquel-titânio entre o primeiro molar superior direito e os incisivos superiores e 
uma força de 0,35 N é exercida em uma direção mesial. Esse modelo difere do modelo de 
ligadura pois não há participação direta de grupos bacterianos como ativadores do sistema 
imune. O estudo de Lucas et al. (2018) faz uso de modelo de perda secundário a remoção dos 
ovários, induzindo uma menopausa precoce. A redução da produção de hormônios sexuais 
(estrógeno), já descritos como importantes para homeostase óssea, leva a um desequilíbrio nos 
processos de formação e reabsorção óssea favorecendo a perda óssea. Portanto, esse modelo 
não apresenta atuação direta das células do sistema imune, muito embora essas estejam 
envolvidas ao longo do processo. Por fim, o estudo de Rios-Arce et al. (2020) demonstrou que 
a disbiose intestinal gerada após ingestão de antibióticos, por si só, já induz alterações 
importantes no tecido ósseo. Os autores deste estudo mostraram que 4 semanas após a retirada 
dos antibióticos, os camundongos que receberam esse tratamento apresentaram disbiose 
intestinal e redução na densidade óssea do fêmur. Uma vez que esse efeito sobre o tecido ósseo 
não foi observado em animais Rag2 KO, os autores sugerem que os linfócitos são necessários 
para a perda óssea induzida pela disbiose.  
Em nosso estudo, ao reduzirmos a ingestão de fibras em nosso modelo, vimos um 
aumento na perda óssea, sugerindo que os AGCCs possuem um papel importante nesse 
contexto, semelhante aos achados pelos estudos de Lucas et al. (2018) e Montalvany-Antonucci 
et al. (2019). Esse fato pode ser explicado devido às dietas ricas em fibras favorecerem as 
comunidades de microrganismos fermentadores (produtores de AGCCs). Uma vez que essas 
comunidades, bem como seus metabolitos, atuam no equilíbrio entre comunidades de bactérias 
patogênicas, produtoras de endotoxinas. Esse aspecto é importante pois as endotoxinas já foram 
correlacionadas à doenças crônicas associadas à inflamação como a obesidade, a diabetes 
mellitus tipo 2, a pancreatite, a esclerose lateral amiotrófica e a doença de Alzheimer (FUKE et 
al., 2019). Além disso, os AGCCs podem: (1) modular a resposta de células B e produção de 
anticorpos (SANCHEZ et al., 2020); (2) levar a inibição da expressão de citocinas pró-
inflamatórias, como IL-1 e IL-6 (ZHAI et al., 2019); (3) atenuar processos de autoimunidade 
através da regulação de células T, de células dendríticas, de células linfóides inatas (ILCs) e de 
macrófagos, ao aumentar a presença de citocinas anti-inflamatórias, como TGF-β e IL-10 e 
inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, IL-12, IL-17a, IFN-γ e TNF-α 




fim de compreendermos a participação dos AGCCs no processo de reabsorção óssea através da 
periodontite, utilizamos estratégias diferentes, tais como, dieta pobre em fibra, depleção da 
microbiota e animais deficientes para o receptor de AGCCs. Com isso, melhor elucidando 
possíveis caminhos de atuação dos AGCCs frente à resposta imune na periodontite. 
Em nosso estudo, a dieta pobre em fibra resultou em maior perda óssea, o que 
também foi demonstrado com a depleção da microbiota através do uso de antibiótico terapia, 
que afetou a homeostase óssea. Neste ponto nossos achados também corroboram a literarura, 
especialmente aquela que demonstra que o uso de diferente tipos de antibióticos levam a uma 
alteração da microbiota intestinal impactando a reabsorção óssea. Vale ressaltar, porém, que 
essa literatura é baseada em diferentes modelos e estruturas óssea, focando especialmente no  
fêmur (KE; ARRA; ABU-AMER, 2019; RIOS-ARCE et al., 2020; YAN; CHARLES, 2017).  
Nossos achados indicam que o receptor de AGCCs, FFAR2, possui papel 
importante na regulação da inflamação e reabsorção óssea no modelo de ligadura. Nosso 
trabalho mostra que animais KO (FFAR2 -/-) apresentam maior perda óssea. Efeito esse que 
parece estar associado a um menor infiltrado neutrofílico, os dados obtidos na expressão dos 
genes ainda que preliminar, não ajuda a compreender como esses animais apresentam maior 
perda óssea.  Tornando-se necessário investigações mais profundas para melhor elucidar quais 
genes estão envolvidos nesse processo.  
Os dados de infiltrado neutrofílico são relevantes, pois, como descrito por Vinolo 
et al. (2011a), as funções dessas células podem ser modificadas pelos AGCCs via seu receptor 
FFAR2. Como mostrado por Galvão et al. (2018) e Sina et al. (2009), em processos infecciosos 
em localidades específicas, tais como pulmões e intestino, a ausência do FFAR2 nos neutrófilos 
levou a redução na migração dessas células para o tecido afetado. Neste trabalho vimos uma 
diminuição de neutrófilos no tecido periodontal associada a uma maior perda óssea. Desta 
forma, embora não possamos afirmar, nossos dados apontam para um papel protetor do 
neutrófilo frente à doença periodontal, uma vez que em sua diminuição a resposta inflamatória 
pode estar sendo conduzida por outras células do sistema imune, levando a um caráter mais 
exacerbado da resposta. Esse achado abre porta para futuros estudos visando melhor elucidar a 
participação do neutrófilo na periodontite, e qual papel essas células estariam desempenhando 
nesse contexto.  
Temos como principal limitação em nosso estudo a não investigação de outras 
possíveis formas de atuação dos AGCCs frente à doença periodontal. Estudos recentes, como 




tanto por processos epigenéticos quanto não epigenéticos através das ações das histonas 
desacetilases (HDACs) em diferentes tipos celulares, como fibroblastos e células do sistema 
imune. Entretanto, esse não foi o alvo do presente estudo, tornando necessário investigações 
mais profundas sobre a relação entre os AGCCs, as HDACs e a periodontite.  
Nossos achados apontam para a relevância tanto dos AGCCs quanto seu receptor 
FFAR2 para a evolução da periodontite, abrindo portas para futuras investigações, uma vez que 
pouco ainda se sabe sobre ambos os efeitos dependentes e independentes de receptor na doença 
periodontal. Logo, ainda há muito a se investigar sobre o papel do receptor FFAR2, as células 
do sistema imune envolvidas no processo inflamatório e o papel das citocinas nesse contexto.  
Nesse sentido é importante ressaltar que o presente estudo avaliou a participação 
do receptor FFAR2 na doença periodontal. Nesse e em outros trabalhos produzidos pelo nosso 
grupo, e uma série de outros autores mostram a importância do FFAR2 em diversas patologias 
tais como doença inflamatória intestinal, obesidade entre outros (CORRÊA-OLIVEIRA et al., 
2016; FACHI et al., 2019; LUU et al., 2018; SIVAPRAKASAM et al., 2016).  
Entretanto o nosso estudo não elucidou a forma de atuação dos AGCCs e seu 
receptor (FFAR2), algo que ainda será explorado pelo grupo. Nossos achados, no entanto, 
abrem portar para futuros estudos, pois entendermos como a modificação direta e indireta da 
microbiota intestinal podem estar relacionadas a patologias se torna cada dia mais importante, 
com o aumento de consumo de dietas ricas em carboidratos simples e açúcares e pobres em 
fibras alimentares. Logo, o avanço na literatura sobre a atuação dos AGCCs frente à doença 
periodontal pode ser a base para potenciais alvos de pesquisa que podem, no futuro, levar a 





Esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos dos AGCCs e seu receptor 
FFAR2, no desenvolvimento da doença periodontal em modelo experimental. Com isso, nosso 
estudo mostrou que os AGCCs, provenientes de uma dieta rica em fibras, tem um importante 
papel na homeostase óssea. A redução de sua produção, seja via depleção de microbiota por 
antibiótico ou via baixo consumo de fibras alimentares, levam a um caráter mais exacerbado da 
doença, culminando em maior perda óssea. Além disso, viu-se que o receptor de AGCCs, o 
FFAR2, também possui um papel importante, uma vez que em sua ausência os animais 
apresentaram maior perda óssea. Nossos achados apontaram para um potencial papel relevante 
dos neutrófilos nessa patologia. A Figura 16 mostra o resumo gráfico de nossos principais 
achados. 
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